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 ABSTRACT 
Nel corso degli anni, la ricerca scientifica si è concentrata sulla 
valutazione dei diversi preparati ormonali somministrati sia a scopo 
contraccettivo che a scopo sostitutivo, analizzando in modo critico tutte le 
problematiche inerenti tali terapie.  
Questa tesi nasce dalla valutazione dei risultati di tre progetti di ricerca 
svolti nel corso dei tre anni di Dottorato di Ricerca in “Riproduzione, Sviluppo e 
Accrescimento dell’Uomo” presso il Dipartimento Universitario di Scienze 
Ostetrico-Ginecologiche, Urologiche e Medicina della Riproduzione 
dell’Università di Napoli Federico II. 
Il primo progetto di ricerca ha valutato gli effetti di differenti progestinici 
sui livelli sierici di adiponectina e leptina nei contraccettivi orali combinati 
(COC) e nella terapia ormonale sostitutiva (TOS). 
Il secondo progetto di ricerca è stato rivolto allo studio degli effetti del 
contraccettivo contenente estradiolo valerato e dienogest sul metabolismo osseo e 
sulla densità minerale ossea. In letteratura sono presenti molti studi che valutano 
gli effetti dei preparati ormonali sul metabolismo osseo. In particolare, è 
importante sottolineare che differenti dosi di estrogeni e progestinici possono 
avere effetti diversi sul metabolismo osseo. Comunque, i dati presenti in 
letteratura, in questo ambito, risultano molto contrastanti. 
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PAROLE CHIAVE:  adiponectina, contraccezione ormonale, densità minerale 
ossea, dienogest, drospirenone, estradiolo valerato, leptina, menopausa, 
metabolismo osseo, terapia ormonale sostitutiva. 
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CAPITOLO 1 
Terapie ormonali: aspetti generali 
La contraccezione ormonale si basa essenzialmente  sull’uso di estrogeni e 
progestinici, che possono essere somministrati in vario modo, sotto forma di 
(Tabella 1): 
 Combinazioni di un estrogeno e di un progestinico; 
 Solo progestinico (cosiddetta minipillola). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Pillola monofasica 
 Pillola bifasica 
 Pillola trifasica 
 Minipillola (solo progestinico) 
 Pillola del giorno dopo (intercettazione della 
gravidanza o contraccezione di emergenza) 
 Contraccettivi iniettabili (long acting) 
 Impianti di steroidi sottocutanei 
 Anelli vaginali liberanti steroidi 
Tabella 1. Contraccettivi ormonali 
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La pillola classica, con estro-progestinici associati, per la sua efficacia e 
l’ottima tollerabilità rappresenta la forma più utilizzata di contraccezione orale. 
Sin dall'introduzione della terapia combinata estroprogestinica per via orale 
(COC), negli anni sessanta, la dose di estrogeni, è stata ridotta progressivamente. 
I COC contenenti 50 μg di estrogeni o più erano oltre il 99 per cento delle 
prescrizioni negli Stati Uniti nel 1968. Vent'anni dopo, queste prescrizioni erano 
meno del due per cento. La riduzione della dose di estrogeno si è avuta per 
importanti dati scientifici. Principalmente, la preoccupazione per gli eventi 
avversi estrogeno-correlati ha portato alla riduzione del dosaggio di estrogeni nei 
COC. L’uso di COC è stato correlato, in studi epidemiologici, con il cancro al 
seno e con altri eventi avversi, tra cui complicanze cerebrovascolari, incidenti 
tromboembolici e infarto del miocardio. Sono stati formulati, pertanto, COC a 
bassa dose di estrogeni, nel tentativo di ridurre il rischio di questi eventi avversi. 
In secondo luogo, la scoperta dell’azione sinergica degli estrogeni e progestinici 
nell’inibire l'ovulazione, ha reso possibile l’utilizzo di dosi più basse di ciascuna 
componente. Negli anni ’70 furono disponibili COC contenenti 20 μg EE e, dal 
1998, quest’ultimi hanno rappresentato l’otto per cento delle prescrizioni di COC 
negli Stati Uniti. I più recenti COC con 15 μg di estrogeni contengono la più 
bassa dose disponibile degli estrogeni. Riducendo la dose di estrogeni per 
migliorare la sicurezza, si potrebbe rischiare anche di ridurre il controllo del ciclo 
e l'efficacia contraccettiva. Determinare la dose ottimale di estrogeni necessaria 
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per l’efficacia è complicato. Sono state individuate variazioni interindividuali e 
intraindividuali dei livelli ematici di ormoni esogeni. Di conseguenza, la più 
bassa dose di estrogeni necessaria per prevenire la gravidanza - pur mantenendo 
un controllo del ciclo accettabile e minimi effetti collaterali - potrebbe variare 
sostanzialmente nelle donne e all'interno della singola donna in tempi diversi.  
Tuttavia, oltre ai notevoli vantaggi caratterizzati dall’elevata efficacia 
contraccettiva ed un ripristino immediato della fertilità dopo l’interruzione 
dell’assunzione, i preparati estro-progestinici offrono anche numerosi vantaggi di 
tipo non contraccettivo.  
Un effetto immediato è rappresentato dal miglioramento del controllo del 
ciclo mestruale con attenuazione della dismenorrea e riduzione della quantità e 
della durata del flusso mestruale grazie ad una diminuita proliferazione 
endometriale. 
All’inibizione dell’ovulazione va invece ascritta la riduzione del rischio di 
sviluppare cisti ovariche funzionali.  
Una terapia con estro-progestinici in somministrazione continua potrebbe 
essere indicata anche in pazienti con dolore pelvico ed endometriosi. 
Le formulazioni contenenti progestinici ad azione antiandrogenica, come 
lo spironolattone, in particolare risultano efficaci nel trattamento di acne, 
seborrea ed irsutismo. 
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Le problematiche derivanti dal deficit ormonale postmenopausale sono 
trattate con la terapia ormonale sostitutiva (TOS). L’analisi dei risultati dei 
recenti trial clinici controllati ha mostrato che la TOS, se prescritta, rispettandone 
le indicazioni e controindicazioni, se iniziata  precocemente e a basse dosi, 
limitata nel tempo e attentamente controllata, resta una terapia fondamentale per 
molte pazienti in postmenopausa. La TOS è efficace nel trattamento dei sintomi 
vasomotori, previene la perdita di massa ossea, aumenta la densità ossea, è 
associata ad un rischio aumentato di carcinoma della mammella e 
dell’endometrio, se alla terapia estrogenica viene aggiunto il progestinico 
diminuisce il rischio di carcinoma dell’endometrio, ma aumenta quello della 
mammella. Inoltre, con la TOS c’è un rischio maggiore di troembolismo venoso - 
soprattutto nel  primo anno di utilizzo - di infarto del miocardio, di ictus 
ischemico, di demenza.  
Le indicazioni alla TOS sono: terapia dei sintomi menopausali invalidanti, 
prevenzione del rischio osteoporotico già nelle prime fasi della menopausa e 
prevenzione delle fratture da osteoporosi. La prevenzione di queste ultime però 
richiede un trattamento a lungo termine, per cui si deve valutare periodicamente 
il rapporto rischio/beneficio. 
Il bilancio rischi/benefici va valutato annualmente e ridiscusso con la 
paziente, soprattutto con la scomparsa dei sintomi menopausali e con l’aumentato 
rischio di tumore mammario dopo 5 anni di TOS. 
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Contrariamente a quanto pensato fino a pochi anni fa, la TOS non 
dovrebbe essere prescritta con le sole finalità di prevenzione primaria o 
secondaria della malattia cardiovascolare.  
 15 
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ABSTRACT: Bleeding patterns during replacement therapy with 
continuous transdermal estradiol in association with oral or vaginal 
sequential natural progesterone: a prospective, randomized trial.  
C. Di Carlo, S. Sparice, A. Fabozzi, V. Gargano, N. De Rosa, R. Santoro, M. 
Massaro, C. Nappi  
Background. Progestins are administered in postmenopausal women, during 
estrogen-progestogen replacement therapy (RT), in order to prevent endometrial 
hyperplasia. Micronized natural progesterone (NP) is chemically identical to 
progesterone of ovarian origin and has been shown to be as effective as the 
synthetic progestins (SP) for controlling endometrial growth, offering fewer 
metabolic side effects. However, we recently observed a lower incidence of 
regular bleeding and a higher incidence of irregular bleeding and spotting in 
patients receiving oral NP in comparison to the other oral SP. 
Objective. Given the hypothetic advantages of NP over other SP, we evaluated 
the effects on bleeding pattern of two different doses of NP administered orally 
or per vagina in association with transdermal estradiol in a continuous sequential 
estrogen-progestin therapy. 
Setting. Menopause Clinic of Department of Gynecology and Obstetrics, and 
Pathophysiology of Human Reproduction, University of Naples “Federico II”. 
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Materials and Methods. A prospective, randomized trial was conducted on 100 
patients randomized into 4 groups. Each group (n=25) received 50 g/day of 
transdermal 17 -estradiol. Groups A  and B received respectively 100 and 200 
mg/day of NP orally. Groups C and D received respectively 100 and 200 mg/day 
of NP per vagina.  
Results. After 12 cycles of treatment, no significant differences were observed in 
endometrial thickness between groups, suggesting that all treatments are 
effective in controlling endometrial growth. Regarding to bleeding control, 
patient in group C and D showed higher episodes of regular bleeding than patient 
in groups A and B and fewer episodes of spotting. The better control of bleeding 
was associated with an higher treatment compliance in patients who received 
vaginal NP with a larger percentage of women ending the study. 
Conclusion. Transdermal estrogen RT combined to 100 mg of micronized NP, 
administered per vagina from the 14
th
 to the 25
th
 day of each cycle of 28 days, 
leads to a good cycle control and provides an excellent patient satisfaction 
without serious side effects. This therapy could be a treatment of first choice in 
early postmenopausal patients. 
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Capitolo 2 
PROGETTO DI RICERCA 
“Effetti di differenti progestinici sui livelli sierici di adiponectina e leptina 
nei contraccettivi orali combinati (COC) e nella terapia ormonale sostitutiva 
(TOS)” 
Introduzione 
I progestinici utilizzati nella terapia contraccettiva e nella terapia ormonale 
sostitutiva (TOS) esercitano numerosi effetti a livello di vari organi ed apparati.  
Mentre tuttavia i benefici legati all’assunzione di questi ormoni sono ben noti, i 
dati in letteratura riguardo i rischi connessi al loro utilizzo sono ancora 
controversi, e numerosi studi recenti sottolineano l’importanza della scelta del 
giusto progestinico in termini di rapporto rischi-benefici. 
Infatti, i progestinici di sintesi differiscono enormemente tra loro, sia per 
la struttura chimica sia per le proprietà farmacocinetiche e farmacodinamiche. 
Inoltre, molti progestinici di sintesi esercitano, accanto alla classica attività 
progestinica, ulteriori attività legate alla capacità di interagire con i recettori per 
altri ormoni. Gli effetti dei diversi progestinici variano al variare delle proprietà 
intrinseche alle differenti molecole. Ad esempio, i progestinici con attività 
androgenica, interferiscono significativamente sulle modifiche del profilo 
lipidico determinate dagli estrogeni, mentre i progestinici privi di attività 
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androgenica o dotati di attività antiandrogenica,  sembrano essere neutri dal 
punto di vista metabolico.  
 
Il drospirenone 
Il drospirenone (DRSP) è un nuovo progestinico simile per struttura al 
progesterone naturale ma dotato anche di attività antiandrogenica e 
antimineralcorticoide. Proprio questa attività antimineralcorticoide distingue tale 
molecola dagli altri progestinici di sintesi utilizzati nei preparati estroprogestinici  
(tabella 1).                                                                                                           
 
Tabella 1. Profilo farmacologico de DRSP e di altri progestinici in 
modelli animali 
 
+     effetto evidente a dosi terapeutiche 
(+)  effetto trascurabile a dosi terapeutiche 
— nessun effetto 
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L’assenza di attività antimineralcorticoide degli altri progestinici è 
responsabile di una mancata inibizione della ritenzione idrica indotta dagli 
estrogeni e, in larga parte, degli effetti collaterali associati all’utilizzo della 
terapia progestinica, quali l’aumento del peso e della pressione arteriosa. 
Gli estrogeni, infatti, aumentano la renina plasmatica e, 
conseguentemente, promuovono l’attivazione del sistema renina-angiotensina-
aldosterone. Normalmente il progesterone endogeno contrasta l’effetto di 
quest’ultimo grazie alla sua capacità di antagonizzare il recettore dell’aldosterone 
attraverso un legame competitivo: pertanto, nella seconda metà del ciclo 
mestruale, il progesterone contrasta la ritenzione sodica estrogeno-mediata 
attraverso la sua proprietà natriuretica.  
Tuttavia la somministrazione di etinilestradiolo eleva le concentrazioni 
plasmatiche di sodio coinvolto negli scambi elettrolitici più di quanto faccia 
l’estrogeno naturale.   
Durante la somministrazione di un contraccettivo orale, il maggiore effetto 
sodio ritentivo determinato dall’etinilestradiolo può pertanto essere contrastato 
soltanto se tale composto è associato ad un progestinico che, come quello 
endogeno, è dotato di attività anti-mineralcorticoide come, ad esempio, il DRSP.  
Studi recenti, inoltre, hanno messo in luce una possibile interazione 
esistente tra l’attività antimineralcorticoide del DRSP e i livelli plasmatici di due 
proteine prodotte dal tessuto adiposo: l’adiponectina e la leptina.  
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Studi recenti, inoltre, hanno messo in luce una possibile interazione 
esistente tra l’attività antimineralcorticoide del DRSP e i livelli plasmatici di due 
proteine prodotte dal tessuto adiposo: l’adiponectina e la leptina.  
Il tessuto adiposo viene oggi considerato come  un organo endocrino 
altamente specializzato che secerne ormoni e citochine coinvolti nella 
regolazione di un’ampia gamma di processi che vanno dallo stimolo della fame 
alla sensibilità all’insulina, dall’infiammazione all’aterogenesi, tanto che 
recentemente è stata proposta la teoria dell’esistenza di un vero e proprio “asse 
adipovascolare”. Ipotizzando dunque una possibile interazione del progestinico 
con l’asse adipovascolare, restano da valutare gli effetti di tale interazione e se in 
particolare l’assunzione di DRSP sia associata ad una riduzione del rischio di 
patologie cardiovascolari, effetto ancor più cruciale se pensiamo alle donne che 
assumono TOS. 
Il tessuto adiposo è considerato un organo endocrino metabolicamente 
attivo che, in risposta a stimoli extra-cellulari specifici o a cambiamenti delle 
condizioni metaboliche, secerne differenti sostanze biologicamente attive, 
indicate complessivamente come adipochine. Questo gruppo di sostanze include, 
oltre alle citochine classiche come l’interleuchina 1 (IL-1), l’interleuchina 6 (IL-
6) e il Tumor necrosis factor α (TNFα), molecole altamente attive di più recente 
scoperta, come la leptina e l’adiponectina (Fig. 1).  
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Figura 1. L’attività autocrina, paracrina ed endocrina del tessuto adiposo è 
mediata dalle adipochine 
 
L’Adiponectina 
L’espressione e la secrezione dell’AdipoQ sono di pertinenza del tessuto 
adiposo, sia bianco sia bruno. Non vi sono differenze nella secrezione tra tessuto 
adiposo sottocutaneo e viscerale, sebbene questa possa essere regolata in modo 
differente nei due distretti. 
Recentemente è stato dimostrato che l’AdipoQ è espressa anche in tessuti 
diversi da quello adiposo: nel tessuto muscolare ad esempio, dove è indotta in 
risposta ad uno stimolo infiammatorio in un processo che coinvolge la sintesi di 
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ossido nitrico; nel tessuto epatico di ratto, in seguito alla somministrazione di 
tetracloruro di carbonio, e ancora nel fegato steatosico umano e negli osteoblasti. 
In soggetti sani normopeso i livelli circolanti di AdipoQ sono compresi tra 2 e 30 
μg/ml e mostrano un andamento pulsatile e circadiano, con un declino del 30% 
durante la notte. Queste variazioni si annullano in soggetti obesi o diabetici e si 
ristabiliscono dopo perdita di peso. L’espressione di AdipoQ è ridotta in caso di 
obesità. La regolazione ormonale dei livelli di AdipoQ coinvolge in primo luogo 
gli ormoni sessuali e in particolare estrogeni ed androgeni che sembrano 
esercitare un effetto inibitorio sulla secrezione dell’adipochina. 
 
La Leptina 
La leptina (LEP) è una proteina prodotta principalmente dal tessuto 
adiposo, anche se risulta espressa in una vasta varietà di tessuti quali la placenta, 
le ovaie, l’epitelio mammario, l’osso e i tessuti linfoidi. Tale citochina, inoltre, 
gioca un ruolo cruciale nella regolazione di diversi processi fisiologici tra cui la 
maturazione sessuale, la funzione riproduttiva e il metabolismo glicidico e 
interagisce con l’asse ipotalamo-ipofisi-surrene e ipotalamo-ipofisi-tiroide, con 
l’ematopoiesi e con il sistema immunitario (Fig. 2). 
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Figura 2. Effetti pleiotropici della LEP 
 
È stato ampiamente dimostrato che le concentrazioni sieriche di LEP 
riflettono l’entità della riserva energetica presente nel grasso corporeo. La 
proteina è infatti principalmente secreta dagli adipociti e i suoi  livelli circolanti 
sono direttamente proporzionali alla massa grassa totale e ad altri parametri ad 
essa correlati come la percentuale di massa grassa e il BMI. 
L’espressione genica e la secrezione di LEP sono regolate da fattori 
ambientali e fattori endogeni. La sua induzione è mediata da insulina, 
glucocorticoidi, endotossine e citochine ed è direttamente dipendente 
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dall’aumento del peso corporeo e da una dieta ad alto contenuto di grassi. Al 
contrario il digiuno, gli androgeni, gli ormoni tiroidei, l’esposizione al freddo 
esercitano un effetto inibitorio sulla secrezione di LEP (Fig. 3). 
 
 
Fig. 3 Fattori ambientali ed ormonali che regolano l'espressione della LEP 
 
Gli ormoni sessuali sembrano quindi svolgere un ruolo importante nella 
secrezione di LEP da parte degli adipociti: gli estrogeni hanno infatti un effetto 
inducente, come dimostrato da Kristensen et al che hanno osservato che i livelli 
ematici di LEP sono ridotti in ratti ovariectomizzati e corretti dalla 
somministrazione di estradiolo. Al contrario gli androgeni sembrano inibire la 
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secrezione di LEP: è stato infatti osservato che il testosterone riduce 
l’espressione del gene Ob e che uomini ipogonadici mostrano livelli elevati di 
LEP, che vengono corretti dalla somministrazione di testosterone. 
Durante il ciclo mestruale si osservano fluttuazioni fisiologiche dei livelli 
di LEP con una più bassa concentrazione all’inizio della fase follicolare ed un 
aumento di questa di circa il 30% durante la fase luteale del ciclo e durante il 
picco preovulatorio. In donne in terapia contraccettiva i livelli di LEP sono 
costanti e in concentrazioni analoghe rispetto alla donne non in terapia. 
Il drospirenone e le adipochine: l’interessante  interazione  tra attività anti-
mineralcorticoide e livelli sierici di leptina e adiponectina 
Da quanto esposto finora si evince che numerosi studi hanno messo in 
luce da un lato la correlazione inversa esistente tra livelli di AdipoQ e grasso 
corporeo e tra livelli di AdipoQ e insulino-resistenza, dall’altro la correlazione 
diretta esistente tra i livelli di LEP e gli stessi parametri. Pertanto è possibile 
affermare che l’AdipoQ agisce come adipochina ad azione antinfiammatoria 
esercitando un effetto benefico sul profilo lipidico e cardiovascolare; i livelli di 
LEP sierica, invece, sono correlati ad un maggiore rischio metabolico e 
cardiovascolare, risultando essi aumentati in quelle condizioni particolarmente 
gravative per tali sistemi, prima tra tutte l’obesità.  
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Materiali e metodi 
Studio longitudinale, prospettico, randomizzato 
Sono state valutate 237 donne in postmenopausa spontanea afferenti al 
Centro per la Menopausa e la Prevenzione dell’Osteoporosi Postmenopausale del 
nostro Dipartimento e 256 donne fertili afferenti all’Ambulatorio di Ginecologia 
Generale del nostro Dipartimento per l’arruolamento in uno studio longitudinale, 
prospettico randomizzato. L’arruolamento è stato considerato terminato al 
raggiungimento del numero di trenta donne in postmenopausa e trenta donne 
fertili.  
 I criteri di inclusione per le donne in postmenopausa sono stati:  
- diagnosi di menopausa  spontanea (amenorrea per 12 mesi consecutivi) da non 
più di 24 mesi, confermata da dosaggi ormonali (FSH > 40Ul/l ed estradiolo < 
20pg/ml);  
- assenza di controindicazioni alla TOS; anamnesi negativa per l’assunzione di 
qualsiasi tipo di farmaco negli ultimi 3 mesi;  
- anamnesi negativa per precedente assunzione di TOS;  
- anamnesi negativa per spotting o sanguinamenti uterini anomali.  
 I criteri di inclusione per le donne fertili sono stati:  
- menarca tra i 12 e i 14 anni; dimostrata ovulazione nel ciclo precedente l’inizio 
del trattamento;  
- BMI compreso tra 18 e 25 Kg/m2;  
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-. cicli mestruali regolari;  
- dieta normo-calorica. 
 Criteri di esclusione per entrambi i gruppi di donne sono stati:  
- confermata o sospetta gravidanza;  
- gravidanza o allattamento nell’anno precedente all’arruolamento; ù 
- aborto nei sei mesi precedenti lo studio;  
- assunzione di preparati ormonali nell’anno precedente all’arruolamento; 
- trattamenti concomitanti;  
- fumo (più di 10 sigarette/die);  
- BMI > 30 Kg/m2;   
- patologie epatiche, renali, mammarie;  
- disordini vascolari o metabolici e in generale qualsiasi condizione che 
controindicasse l’utilizzo di preparati estro-progestinici. 
 All’atto del reclutamento ciascun soggetto è stato informato circa gli scopi e le 
modalità dello studio e da tutti è stato ottenuto un consenso informato scritto. 
 Dopo l’arruolamento, le pazienti in postmenopausa che necessitavano di TOS 
sono state randomizzate in due gruppi di trattamento: il gruppo A (n= 10), 
trattato con  2 mg di DRSP e 1 mg di 17 ß Estradiolo (E2) somministrati per via 
orale in schema combinato continuo (DRSP/E2) [Angeliq®; Bayer] e il gruppo B 
(n= 10) trattato con 0.5 mg di noretisterone acetato e 1 mg di 17 ß E2 
somministrati per via orale in schema combinato continuo (NETA/E2) 
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[Activelle®; NovoNordisk]. Le restanti 10 partecipanti che non necessitavano di 
TOS, sono state considerate gruppo di controllo (Gruppo C) e non hanno assunto 
alcun trattamento. 
 Le pazienti fertili, che necessitavano di terapia contraccettiva, sono state 
randomizzate in due gruppi di trattamento: il gruppo D (n= 10) trattato con 3 mg 
di DRSP associati a 0.020 mg di etinilestradiolo (EE/DRSP) [Yasminelle®; 
Bayer] e il gruppo E (n= 10) trattato con 0.15 mg di desogestrel associati a 0.020 
mg di etinilestradiolo (EE/DSG) [Mercilon®; Organon]. Le restanti 10 
partecipanti che non necessitavano di terapia contraccettiva, sono state 
considerate gruppo di controllo (Gruppo F) e non hanno assunto alcun 
trattamento. Le  pazienti dei gruppi D ed E hanno iniziato l’assunzione della 
pillola contraccettiva a partire dal 1° giorno del successivo ciclo mestruale per un 
periodo di 21 giorni, seguito da 7 giorni di intervallo libero, durante il quale si è 
verificato il sanguinamento da sospensione. 
La durata complessiva dei trattamenti è stata di 6 mesi. Le pazienti sono 
state istruite circa la necessità di non variare il loro regime dietetico durante tutto 
l’arco dello studio. 
All’atto dell’arruolamento tutte le pazienti sono state sottoposte a 
valutazione clinica, visita ginecologica bimanuale e pap-test; nelle pazienti in 
postmenopausa sono stati inoltre effettuati esame ecografico transvaginale (TV- 
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USG) al fine di valutare lo spessore endometriale, mammografia ed esami 
ematochimici di routine. 
Le pazienti fertili sono state invece sottoposte ad esami ecografici dal 10° 
al 16° giorno del ciclo mestruale per confermare la presenza di un normale ciclo 
ovulatorio. 
Al basale e dopo 6 cicli di trattamento, inoltre, tutte le partecipanti allo 
studio sono state sottoposte a misurazione del BMI, del rapporto vita/fianchi 
(WHR) e della pressione arteriosa. 
Il BMI è stato calcolato mediante il rapporto tra peso espresso in Kg ed 
altezza al quadrato, espressa in metri. La circonferenza vita è stata misurata alla 
minima circonferenza tra la gabbia toracica e la cresta iliaca; la circonferenza 
fianchi è stata misurata a livello della massima circonferenza  nella regione 
glutea. Le misurazioni sono state effettuate in posizione verticale.  
La pressione arteriosa sistolica e diastolica é stata misurata mediante 
sfigmomanometro brachiale manuale (Bosh® Pratikus-1) in posizione seduta e in 
ambiente confortevole, dopo un’astinenza dal fumo e dall’assunzione di bevande 
contenenti caffeina di almeno due ore. 
 Tutte le pazienti inoltre hanno compilato nell’arco dell’intero studio un 
diario sulle abitudini alimentari. 
Al basale e a 6 mesi, inoltre, alle pazienti è stato praticato un prelievo di 
sangue venoso per la determinazione dei livelli sierici di LEP e AdipoQ. I 
 37 
campioni di sangue sono stati praticati di mattina tra le 8 e le 9, dopo 12 ore di 
digiuno, e sono stati raccolti in provette contenenti agenti anticoagulanti. I 
campioni sono stati successivamente centrifugati e conservati a -80°. 
I livelli di AdipoQ e LEP sono stati determinati in doppio utilizzando kit 
RIA. Per l’AdipoQ, l’Adiponectin (human) RIA (DRG International Inc. USA), 
con una  sensibilità 1 ng/ml per 100 μL di siero (coefficiente di variazione intra-
assay 1.78-6.21%, coefficiente di variazione inter-assay 6.90-9.15%); per la LEP, 
Leptin RIA-CT (Mediagnost, Germany), con una sensibilità pari a 0.1 ng/ml 
(coefficiente di variazione intra-assay 4.4-4.8%, coefficiente di variazione inter-
assay 5.0-5.3%). 
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RISULTATI  
 Le caratteristiche anagrafiche e antropometriche delle pazienti studiate sono 
riportate nella tabella 1. 
Tabella 1. Caratteristiche anagrafiche e antropometriche delle pazienti 
prima e dopo la terapia e nei gruppi di controllo.                                                  
 * I valori sono riportati come media ± deviazione standard.                                                                         
Gruppo A: E2/DRSP; gruppo B: E2/NETA; gruppo C: controlli in menopausa; 
gruppo D: EE/DRSP; gruppo E: EE/DSG; gruppo F: controlli fertili. § p < 0,05 
 
Gruppo  
 
 
 
N°pazienti 
Età (anni) 
BMI* (m/h2) WHR* (cm) 
Basale 6 mesi P value 
basale 6 mesi P value 
A 
10 
49,8 ±2,1 24,8±3,2 24,8±2,9 NS 0,81±0,05 0,81±0,07 NS 
B 
10 
50 ±2,6 26,0±2,5 25,9±2,6 NS 0,94±0,25 0,94±0,25 NS 
C 
10 
51 ±1,6 24,7±1,85 24,55±2,6 NS 0,83±0,07 0,81±0,07 NS 
D 
10 
23,6 ±4,3 20,5±1,9 20,1±1,7 NS 0,73±0,04 0,72±0,02 NS 
E 
10 
23,5 ±3,9 22,4±2,7 22,3±2,7 NS 0,73±0,04 0,73±0,05 NS 
F 
10 
24,2 ±1,5 22,68±3,3 22,59±3,08 NS 0,72±0,03 0,71±0,03 NS 
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 All’interno dei due gruppi non sono state osservate differenze statisticamente 
significative nell’età della menopausa e del menarca rispettivamente. 
 Il BMI ed il WHR dopo i sei cicli di trattamento non hanno mostrato differenze 
statisticamente significative rispetto al basale né nel gruppo di pazienti trattate 
con TOS né nel gruppo di pazienti sottoposte a terapia contraccettiva.  
I livelli di AdipoQ dopo sei cicli di trattamento sono risultati 
significativamente ridotti nel gruppo B (p <0,001), non hanno mostrato 
differenze significative nel gruppo A e nel gruppo C e hanno subito un 
incremento significativo nel gruppo D (p < 0,05). 
Alla fine del trattamento non si sono inoltre osservate modifiche 
significative dei livelli di leptina, né rispetto al basale, né tra i vari gruppi (tabella 
2). 
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Tabella 2. Livelli sierici di AdipoQ e LEP nelle pazienti trattate prima e 
dopo la terapia  nei gruppi di controllo. 
Gruppo Leptina (ng/dl) [media +/- DS] p 
  Basale 6 mesi   
A 10,7±5,9 13,0±7,8 NS 
B 16,0±12,9 16,62±13,45 NS 
C 9,2±4,9 10,6±7,21 NS 
D 6,5±3,5 7,2±3,6 NS 
E 9,9±6,4 8,2±2,4 NS 
F 7,06±2,45 6,89±1,3 NS 
I valori sono riportati come media ± deviazione standard.  
Gruppo A: E2/DRSP; gruppo B: E2/NETA; gruppo C: controlli in 
menopausa; gruppo D: EE/DRSP; gruppo E: EE/DSG; gruppo F: controlli 
fertili. 
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Livelli sierici di adiponectina nelle donne in postmenopausa a 0 e 6 mesi (p < 0,001) 
 
GRUPPO A  
DRSP/E2 
GRUPPO B  
NETA/E2 
GRUPPO C  
CONTROLLI 
* 
basale 
6 mesi 
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Livelli sierici di adiponectina nelle donne fertili a 0 e 6 mesi (p < 0,05) 
 
 
 
 
 
 
basale 
6 mesi 
GRUPPO D  
DRSP/EE 
GRUPPO E  
DSG/EE 
GRUPPO F 
CONTROLLI 
* 
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Discussione 
L'obesità e le malattie cardiovascolari sono le patologie croniche 
maggiormente diffuse nelle società industrializzate, a prescindere dall'utilizzo di 
contraccettivi orali o TOS. Tuttavia, diversi studi, hanno riportato un incremento 
significativo del peso corporeo e della patologia cardio-vascolare associato 
all’assunzione di questi farmaci. E' stato inoltre ampiamente dimostrato che le 
terapie ormonali influenzano anche il profilo metabolico e lipidico. 
Il tessuto adiposo è un organo endocrino altamente dinamico che secerne 
un gran numero di adipochine che giocano un ruolo fondamentale nella 
regolazione del metabolismo energetico, della sensibilità all’insulina e 
dell’omeostasi vascolare.  
Infatti è stato dimostrato che proprio l’incremento della produzione di 
adipochine ad azione vasocostrittrice e proinfiammmatoria che si verifica nei 
disordini dismetabolici, rappresenta il nesso tra obesità e insulinoresistenza, 
ipertensione e patalogia cardiovascolare in genere.  
Ad esempio la LEP, tipicamente aumentata in caso di obesità, esercita una 
varietà di effetti pro-aterogeni, incrementando l’attività piastrinica e la 
proliferazione delle cellule muscolari vasali, causando disfunzioni endoteliali e 
promuovendo lo stress ossidativo. 
Al contrario, l’AdipoQ, esercita un’azione protettiva sull’endotelio vasale, 
modulando la risposta endoteliale ad uno stimolo pro-infiammatorio, inducendo 
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la produzione di ossido nitrico da parte delle cellule endoteliali, promuovendo la 
vasodilatazione, inibendo la risposta infiammatoria e riducendo lo stress 
ossidativo.  
Inoltre studi, in vitro, hanno dimostrato che l’AdipoQ è in grado di 
impedire la progressione della placca ateromasica in quanto aderisce 
all’endotelio vascolare danneggiato ed inibisce l’adesione dei monociti indotta 
dal TNFα e l’espressione di molecole di adesione sulla superficie endoteliale, 
oltre a bloccare l’attività fagocitica e la progressione dello sviluppo dei 
macrofagi in cellule schiumose. I topi knockout per il gene dell’AdipoQ 
presentano, infatti, incremento dell’aterogenesi ed aumento della risposta 
proliferativa delle cellule della muscolatura vasale in seguito a stimolo 
infiammatorio. Questi fenomeni vengono attenuati dalla somministrazione di 
AdipoQ.  
Diversi studi hanno suggerito che le terapie ormonali, a scopo 
contraccettivo o sostitutivo, possano influenzare l’espressione di LEP e AdipoQ.  
Infatti, nel tessuto adiposo è stato identificato il recettore per gli estrogeni, 
a suggerire proprio un possibile coinvolgimento ormonale nella regolazione e 
nella secrezione di queste adipochine. 
Tuttavia Kleibova et al non hanno osservato variazioni significative dei 
livelli di AdipoQ nell’arco del ciclo mestruale, suggerendo che tale adipochina 
non sia correlata alla funzione riproduttiva. In realtà, sebbene i suoi effetti sulla 
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steroidogenesi e sulla riproduzione non siano stati ancora pienamente compresi, i 
recettori per l’AdipoQ sono espressi nel tessuto ovarico e nell’endometrio e studi 
in vitro sembrano suggerire un’implicazione di tale adipochina nella regolazione 
della funzione ovarica.  
Una possibile spiegazione ai livelli stabili di AdipoQ durante il ciclo 
mestruale è che il picco delle concentrazioni di estrogeni e progesterone si 
verifica in fasi diverse del ciclo, e dunque, gli steroidi sessuali, potrebbero 
determinare una sorta di soppressione continua sulla produzione di AdipoQ.  
In realtà l’effetto inibitorio degli estrogeni sulla secrezione di AdipoQ non 
è stato ancora ben chiarito e i dati a riguardo in letteratura appaiono contrastanti. 
Se infatti da un lato studi su animali suggeriscono un effetto soppressivo, i dati 
circa l’effetto che l’ipoestrogenismo post-menopausale determina sulla 
secrezione di AdipoQ sono insufficienti e limitati. Nishizawa et al. e Sieminska 
et al. hanno riportato livelli simili di AdipoQ in pre- e post-menopausa, 
confutando l’ipotesi di una possibile regolazione estrogenica della secrezione di 
tale adipochina; al contrario, Gavrila et al. hanno evidenziato un incremento dei 
livelli di AdipoQ in post-menopausa, confermato anche dai dati di Leung et al. 
che hanno inoltre dimostrato una correlazione inversa tra livelli di AdipoQ-
HMW e livelli di estrogeni e progesterone. 
Comunque il meccanismo attraverso cui gli steroidi sessuali femminili 
regolerebbero la secrezione di AdipoQ rimane ancora da chiarire. E’ stato 
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proposto che, poichè l’AdipoQ è prodotta essenzialmente dagli adipociti, gli 
estrogeni ed il progesterone potrebbero influenzarne le concentrazioni 
controllando il metabolismo del tessuto adiposo. Studi in vitro hanno infatti 
dimostrato che gli estrogeni riducono l’espressione dell’AdipoQ negli adipociti. 
 In sintesi si può ragionevolmente concludere che gli steroidi sessuali femminili 
inibiscono la produzione di AdipoQ sebbene rimanga ancora da chiarire l’effetto 
di terapie ormonali con associazioni estro-progestiniche sui livelli di tale 
adipochina.  
Infatti i dati in letteratura a riguardo sono pochi e la maggior parte di essi 
dimostrano una variazione dei livelli di AdipoQ nelle pazienti affette da 
sindrome dell’ovaio policistico (PCOS) trattate con terapia contraccettiva. In 
particolare, è stato dimostrato che il trattamento con un contraccettivo orale 
contenente etinilestradiolo e ciproterone acetato incrementa i livelli di AdipoQ in 
pazienti obese affette da PCOS. Al contrario Ibanez et al non hanno riscontrato 
variazioni nei livelli di AdipoQ in pazienti trattate con etinilestradiolo e DRSP. 
Anche i dati sull’effetto della TOS sui livelli sierici di AdipoQ appaiono 
contrastanti. Sieminska et al., infatti, hanno valutato i livelli di AdipoQ in 
pazienti sottoposte a TOS con 1 mg di 17 ß E2 e 0.5 mg di noretisterone acetato 
(NETA) senza riscontrare variazioni significative rispetto ai controlli. Sumino et 
al. hanno evidenziato un incremento non significativo dei livelli di AdipoQ nel 
sangue di pazienti sottoposte a TOS con 0.625 mg di 17 ß E2 e 2.5 mg di 
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medrossiprogesterone acetato, dopo 3-6 cicli di terapia. Chu et al. hanno 
dimostrato un aumento significativo della concentrazione plasmatica di AdipoQ 
in pazienti con sindrome metabolica in terapia estrogenica sostitutiva (ERT) per 
via transdermica. Kunnari et al. al contrario, hanno dimostrato una riduzione dei 
livelli di AdipoQ, in pazienti isterectomizzate trattate con ERT orale, mentre non 
hanno osservato effetti in pazienti sottoposte a ERT transdermica. 
Per chiarire gli effetti degli ormoni sessuali sui livelli di AdipoQ, recentemente, 
Høst et al., hanno studiato gli effetti della TOS in pazienti affette da Sindrome di 
Turner, caratterizzata da disgenesia gonadica con ovaie prive di attività 
funzionale e livelli bassissimi di estrogeni e di progesterone. Le pazienti sono 
state trattate con 2 mg di 17 ß E2 dal 1° al 12° e dal 23° al 28° giorno del mese, e 
con di 17 ß E2  più 1 mg di noretisterone acetato dal 12° al 22° giorno. La terapia 
ha determinato una riduzione della concentrazione sierica di AdipoQ totale e di 
AdipoQ-HMW. Sebbene le pazienti affette da Sindrome di Turner  non possano 
essere paragonate a pazienti sane in pre- o post-menopausa i dati dimostrano un 
effetto inibitorio degli estrogeni esogeni sui livelli di AdipoQ in pazienti con 
bassi livelli di estrogeni endogeni. 
I nostri dati dimostrano che i livelli di AdipoQ in donne i postmenopausa 
(gruppo C) e in donne fertili (gruppo F) non sottoposte a terapia, con un  BMI 
inferiore a 30 Kg/m2, non variano significativamente nell’arco di sei mesi.  
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Viceversa la TOS, e in particolare il progestinico utilizzato, sembrano in 
grado di influenzare i livelli di AdipoQ circolante. Infatti, mentre la  TOS con 1 
mg di 17 ß  E2 e 2 mg di DRSP in schema combinato continuo mantiene costanti 
i livelli ematici circolanti di AdipoQ, in maniera analoga a quanto si verifica in 
donne non trattate, la terapia con 1 mg di 17 ß  E2  e 0.5 mg di NETA determina 
una riduzione significativa di AdipoQ del 22%. 
Anche nelle donne fertili i livelli di AdipoQ sono risultati 
significativamente superiori nelle donne trattate per 6 mesi con etinilestradiolo e 
DRSP (gruppo D) rispetto alle donne trattate con etinilestradiolo e DSG (gruppo 
E). 
L’effetto può essere spiegato proprio dall’attività antimineralcorticoide del 
DRSP. Studi su cellule pre-adipocitarie, infatti, hanno dimostrato che 
l’aldosterone aumenta la trascrizione dell’mRNA del TNFα e dell’ IL-6 e riduce 
quella di AdipoQ e PPARγ. Gli stessi autori hanno poi verificato che il 
trattamento con un’antagonista dei recettori mineralcorticoidi (MR) aumenta i 
livelli di AdipoQ e corregge l’incremento dell’espressione di PAI-1 e di TNFα in 
topi db/db obesi e diabetici. Un aumento dei livelli di AdipoQ circolante è stato, 
inoltre, dimostrato anche in soggetti diabetici trattati con spironolattone.  
In accordo con i nostri dati, dunque, potremmo ipotizzare che il DRSP 
incrementi i livelli di AdipoQ controbilanciando l’effetto inibitorio degli 
estrogeni con un effetto dose dipendente; infatti, è stato riportato che questo 
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effetto si perde incrementando le dose di DRSP, probabilmente per una 
prevalenza dell’attività progestinica, che determina un incremento del grasso 
viscerale, sull’attività antimineralcorticoide.  
La LEP gioca un ruolo cruciale nella pubertà, nella regolazione della 
funzione gonadica, nell’embriogenesi precoce e nella regolazione del 
metabolismo in gravidanza. I livelli di LEP variano nel corso del ciclo mestruale, 
con livelli più bassi in fase follicolare e più alti in fase luteale. La correlazione tra 
livelli di LEP e livelli di FSH, 17 ß E2 e progesterone è stata ampiamente 
dibattuta e sono stati riportati in letteratura risultati contrastanti. Ludvig et al non 
hanno osservato correlazioni tra livelli di 17 ß E2 e di progesterone e 
concentrazioni di LEP; Fernández-Real et al hanno dimostrato che i livelli di LH 
correlano con le concentrazioni di LEP a metà ciclo ed in fase luteale; Cella et al. 
hanno riportato una correlazione positiva tra concentrazioni di LEP e livelli di 17 
ß E2 e progesterone  e Paolissa et al. hanno dimostrato che i livelli sierici di LEP 
sono direttamente correlati con i livelli di 17 ß E2 in donne sane normopeso; al 
contrario, Wunder et al non hanno osservato correlazioni tra livelli di LEP e 
livelli di steroidi ovarici, ma hanno riportato una correlazione significativa con i 
livelli di testosterone libero. 
E’ stato proposto che l’incremento delle concentrazioni di LEP in fase 
luteale sia dovuto ad un incremento dell’introito calorico. E’ noto infatti che nella 
donna l’appetito e l’introito di cibo aumentano in fase luteale e dunque si può 
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ipotizzare che in questa fase gli adipociti producano una maggiore quantità di 
LEP. Conseguentemente, le elevate concentrazioni di LEP agiscono 
sull’ipotalamo regolando l’introito di cibo, ma anche il rilascio di gonadotropine 
e la steroidogenesi ovarica. In quest’ottica, la LEP gioca un ruolo chiave nella 
regolazione del ciclo mestruale. Questa ipotesi è supportata da numerosi studi 
che dimostrano che le irregolarità mestruali e l’amenorrea sono comuni in donne 
con bassi livelli di LEP. Inoltre, è stato osservato che la LEP influenza la 
secrezione di fattori di crescita e ormoni da parte delle cellule della granulosa e 
della teca ovarica. 
Numerosi studi riportano una riduzione dei livelli di LEP in 
postmenopausa attribuibile alla caduta degli estrogeni e, almeno parzialmente, 
all’aumento delle concentrazioni di testosterone. Anche in questo caso, tuttavia, i 
dati della letteratura sono contrastanti, non riportando alcuni autori variazioni 
significative nelle concentrazioni di in postmenopausa rispetto ai valori 
premenopausali. In particolare, Tommaselli et al. hanno dimostrato che, in donne 
sottoposte a ovariectomia bilaterale, a 5-15 giorni dall’intervento, non si 
verificano variazioni nei livelli sierici di LEP. 
Donne obese in post-menopausa hanno livelli sierici di LEP 
significativamente più elevati rispetto a donne non obese. Di Carlo et al hanno, 
infatti, dimostrato che le modificazioni del tessuto adiposo che si osservano 
durante la postmenopausa si associano ad un incremento dei livelli sierici di LEP.  
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Gli autori riportano altresì che l’utilizzo di TOS si associa a decremento dei 
livelli di LEP già a un anno. Al contrario Hadji et al. non hanno riportato 
variazioni significative dei livelli di LEP in pazienti sottoposte a TOS, mentre 
Konuoglu et al. hanno riportato un incremento di tali livelli. Analoghi dati sono 
riportati da Dedeoğlu et al. e da Castelo-Branco.  
Riguardo poi alla terapia con contraccettivi orali, diversi studi hanno 
riportato che essa non determina effetti sui livelli di LEP. In donne 
normomestruate, infatti, la correlazione tra livelli sierici di LEP e BMI non varia 
con la somministrazione degli estrogeni.  
Anche i nostri dati non mostrano variazioni significative dei livelli sierici 
di LEP in nessun gruppo, senza variazioni del peso durante la terapia. In 
conclusione possiamo affermare che la somministrazione di estroprogestinici non 
modifica i livelli sierici di LEP nè in terapia contraccettiva nè in TOS. 
Riassumendo, i nostri risultati dimostrano chiaramente che la terapia 
contraccettiva con DRSP, in donne fertili, incrementa i livelli di AdipoQ, 
contrariamente alla terapia contraccettiva con  DSG che non li modifica e che la 
TOS con DRSP, in donne sane in postmenopausa, non modifica i livelli di 
AdipoQ, contrariamente alla TOS con NETA, che li riduce, suggerendo un 
possibile effetto benefico del DRSP nella riduzione del rischio cardiovascolare.   
Infatti, l’accumulo di tessuto adiposo viscerale è la componente centrale di 
una varietà di condizioni associate ad alto rischio cardiovascolare come la 
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dislipidemia, l’ipertensione, l’insulinoresistenza, e la sindrome metabolica. Tutte 
queste condizioni diventano più frequenti in postmenopausa suggerendo che la 
redistribuzione del grasso conseguente alla perdita della funzione ovarica 
contribuisce all’incremento del rischio cardiovascolare.  
Dal nostro studio si evince, quindi, che il DRSP,  potrebbe essere l’unico 
progestinico, attualmente disponibile, in grado di modificare positivamente il 
rischio cardiovascolare. È ben noto, infatti, che la somministrazione di 17 ß E2 
migliora la funzione cardiocircolatoria e l’assetto lipidico nel post-climaterio e 
che questo effetto è, però, contro-bilanciato dai progestinici abitualmente in uso. 
L’attività anti-mineralcorticoide del DRSP appare, invece, particolarmente 
vantaggiosa, essendo responsabile non solo di un’attività anti-ipertensiva, ma 
anche della sua capacità di interagire con la sintesi di molecole pro-
infiammatorie (TNFα, IL-6), e di favorire il rilascio di AdipoQ, opponendosi, in 
tal modo, ai pochi effetti cardiovascolari negativi degli estrogeni.  
Inoltre anche l’incremento dei livelli di AdipoQ, associato all’utilizzo di 
terapia contraccettiva contenente DRSP, può associarsi a notevoli benefici sul 
profilo cardiovascolare in donne fertili. Infatti, è ampiamente dimostrato che la 
terapia contraccettiva può associarsi  ad uno stato di ipercoagulabilità ed allo 
sviluppo di trombosi venosa profonda; questo rischio è stato sempre associato 
alla componente estrogenica ma studi recenti hanno dimostrato che anche la 
componente progestinica può incrementarlo. Considerando che l’incremento dei 
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livelli circolanti di AdipoQ  è stato associato ad un miglioramento delle 
disfunzioni vascolari, si può ipotizzare che l’utilizzo del DRSP in terapia 
contraccettiva migliori le disfunzioni endoteliali che possono verificarsi in corso 
della terapia stessa. 
Nell’ottica di un’ attenta personalizzazione delle terapie ormonali, volta 
all’ottimizzazione del rapporto rischi-benefici, possiamo ipotizzare che l’utilizzo 
di terapia contraccettiva con DRSP risulti particolarmente vantaggioso anche in 
giovani  donne affette da obesità, PCOS o diabete che potrebbero beneficiare dei 
vantaggi sull’apparato cardiovascolare associati all’utilizzo di tale terapia.     
Sono comunque necessari ulteriori studi per confermare i benefici di una terapia 
con DRSP in queste pazienti e per meglio definire il meccanismo che determina 
la riduzione dei livelli plasmatici di AdipoQ nelle donne trattate con altri 
progestinici e l’impatto a lungo termine delle terapie ormonali sui livelli di 
AdipoQ.
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Capitolo 3  
Progetto di ricerca: Terapie ormonali e metabolismo osseo. 
Tra i benefici non contraccettivi derivanti dall’uso di estro-progestinici 
orali è stata spesso ipotizzata una protezione verso la riduzione della densità 
minerale ossea (BMD): gli ormoni sessuali svolgono un ruolo chiave nella 
modulazione del metabolismo osseo durante tutta la vita di una donna, anche se il 
loro meccanismo d’azione resta, per certi aspetti, ancora da chiarire. 
Molti studi hanno dimostrato che una grave carenza di estrogeni si traduce 
in una diminuita massa ossea e che in donne con uno stato di ipoestrogenismo si 
verifica un aumento della densità minerale ossea in seguito al trattamento con 
contraccettivi orali.  
 
EFFETTI DEGLI ESTROGENI SULL’OSSO 
Fino al 1988 si riteneva che gli estrogeni influenzassero il  tessuto osseo solo 
indirettamente, regolando la secrezione di ormoni calciotropici. Oggi è invece 
assodato che osteoblasti, osteoclasti ed osteociti esprimono recettori funzionali 
per gli estrogeni. Esistono due tipi di recettori per gli estrogeni, ERα ed ERβ. 
Nelle cellule del tessuto osseo sono espressi entrambi i tipi di recettore con una 
distribuzione differente: infatti studi immunoistologici hanno dimostrato che ERα 
è maggiormente presente nell’osso corticale ed ERβ nell’osso trabecolare. Si 
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sono effettuati diversi studi su topi knock-out per il recettore ERα (topi AERKO) 
del recettore ERβ (topi BERKO) e di entrambi i tipi recettoriali (topi DERKO). 
Da questi studi si è dedotto che i recettori ERα mediano la maggior parte degli 
effetti degli estrogeni sull’osso ed in particolare la formazione estrogeno-
dipendente del tessuto osseo: questo processo infatti si arresta nei topi AERKO e 
DERKO ma non nei topi BERKO. I recettori ERβ potrebbero invece avere un 
ruolo permissivo nei confronti della perdita di massa ossea età correlata nella 
donna fungendo, in alcune circostanze, da antagonisti dominanti negativi sui 
recettori Erα. Si è visto, infatti, che la delezione di ERβ porta ad un aumento 
della sensibilità dei recettori ERα e, di conseguenza, ad un aumento dell’azione 
estrogenica anche con bassi valori ormonali. Ad ogni modo, l’azione degli 
estrogeni sul tessuto osseo si esplica a vari livelli. Tali ormoni, infatti, 
promuovono l’assorbimento intestinale di calcio ed il riassorbimento di calcio a 
livello renale aumentando la conversione della vitamina D a 1,25-
diidrossivitamina D. Inoltre, gli estrogeni influenzano il rimodellamento osseo, 
che è il processo di periodico rimpiazzo del tessuto osseo vecchio con tessuto 
osseo nuovo che porta alla completa rigenerazione dello scheletro adulto ogni 
dieci anni. 
Le cellule coinvolte in questi processi sono essenzialmente gli osteoclasti e gli 
osteoblasti: gli osteoclasti sono deputati al riassorbimento osseo, gli osteoblasti 
alla neoformazione del tessuto osseo. Questi due processi non sono tuttavia 
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separati e indipendenti: infatti nello scheletro adulto osteoclasti e osteoblasti 
fanno parte di un’unica struttura temporanea chiamata unità multicellulare di 
base (BMU). Le BMU sono lunghe circa 1-2 mm e larghe circa 0,2-0,4 mm e 
sono costituite da un pool di osteoclasti anteriormente, un pool di osteoblasti 
posteriormente, un vaso centrale, una terminazione nervosa e tessuto connettivo. 
Negli adulti sani si formano 3-4 milioni di BMU all’anno e in ogni momento 
sono attive circa 1 milione di BMU.  
Il processo di rimodellamento osseo ha inizio con la contrazione delle cellule di 
rivestimento dell’osso ed il reclutamento dei precursori osteoclastici. Questi 
precursori si fondono a formare osteoclasti attivi, multinucleati, che mediano il 
riassorbimento osseo. Il riassorbimento mediato dagli osteoclasti ha luogo in 
spazi irregolari (lacune di Howship) dove gli osteoclasti sono saldamente 
attaccati, attraverso una specifica integrina (αvβ3), a componenti della matrice 
ossea come ad esempio l’osteopontina. Questa zona di adesione degli osteoclasti 
all’osso prende il nome di zona chiara e contiene filamenti di actina. Invece la 
zona deputata al riassorbimento osseo è il cosiddetto orletto rugoso, un 
complesso sistema di proiezioni digitiformi della membrana che contiene una 
serie di proteine, compresa una pompa protonica ATP-dipendente, che 
contribuiscono alla realizzazione dell’ambiente acido che solubilizza la 
componente minerale dell’osso. Gli osteoclasti dunque aderiscono al tessuto 
osseo e lo rimuovono per acidificazione e digestione proteolitica. Man mano che 
 61 
la BMU avanza gli osteoclasti lasciano il sito di riassorbimento e gli osteoblasti 
vanno a rivestire le aree scavate dagli osteoclasti iniziando il processo di 
neoformazione ossea attraverso la produzione di matrice osteoide, che viene poi 
mineralizzata all’interno dell’osso neoformato. Dopo la mineralizzazione 
dell’osteoide, gli osteoblasti si appiattiscono e formano uno strato di cellule 
allineate sopra il nuovo tessuto osseo. Gli estrogeni deprimono questo processo 
di rimodellamento e mantengono bilanciati i processi di riassorbimento e 
neoformazione del tessuto osseo. 
L’aumento del tasso di rimodellamento osseo può essere spiegato dall’evidenza, 
derivata soprattutto dagli studi sui topi, che la perdita degli estrogeni incrementa 
la formazione degli osteoclasti e degli osteoblasti nel midollo osseo 
incrementando la produzione e l’attività delle citochine coinvolte nei processi di 
osteoblastogenesi ed osteoclastogenesi. Ad esempio gli estrogeni
  
inibiscono la 
produzione di  interleuchina 6 (IL-6), una citochina coinvolta nell’attivazione 
degli osteoclasti, nonché l’espressione delle due subunità del suo recettore, IL-6R 
e
 gp130. Infatti diversi studi hanno dimostrato che l’espressione di IL-6, IL-6R e 
gp130
 
nel midollo osseo e nel sangue periferico di topi, ratti e uomini deficitari di 
estrogeni è elevata e che i topi deficitari di IL -6 sono protetti dalla perdita di 
tessuto osseo da deprivazione estrogenica. A testimonianza dell’attivazione degli 
osteoclasti mediata dall’ IL-6, si è riscontrata un’aumentata produzione locale e 
sistemica di questa citochina e del suo recettore in altre condizioni associate ad 
 62 
elevato riassorbimento osseo come il mieloma multiplo, il morbo di Paget, 
l’artrite reumatoide, l’ipertiroidismo, l’iperparatiroidismo primario e secondario e 
la sindrome di McCune Albright. Il deficit di estrogeni causa inoltre, sempre a 
livello dell’osso, l’aumento delle citochine proinfiammatorie interleuchina 1 (IL-
1) e fattore di necrosi tumorale (TNF), del fattore che stimola le colonie di 
macrofagi (M-CSF), e della prostaglandina-E2 (PGE2). Tutte queste citochine 
incrementano il riassorbimento osseo principalmente incrementando il pool di 
precursori degli osteoclasti nel midollo osseo. A causa inoltre 
dell’interdipendenza della produzione di IL-1, IL-6, e TNF, un incremento di una 
di queste citochine può amplificare con un meccanismo a cascata gli effetti delle 
altre.  
Il calo degli estrogeni si accompagna inoltre ad una diminuita produzione di 
fattore di crescita trasformante β (TGF-β), un inibitore del riassorbimento osseo 
che agisce direttamente sugli osteoclasti deprimendone l’attività. 
L’aumento del rimodellamento osseo causato dall’incremento 
dell’osteoblastogenesi e dell’osteoclastogenesi, causa un’accelerazione della 
perdita di tessuto osseo mineralizzato, perché il riassorbimento è più veloce della 
neoapposizione e i siti di riassorbimento osseo si estendono oltre la capacità degli 
osteoblasti di apporvi nuovo tessuto. 
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La perdita di massa ossea si accompagna ad un’aumentata fuoriuscita di calcio 
dai siti scheletrici che viene bilanciata da un aumento dell’escrezione urinaria di 
calcio e da una riduzione del suo assorbimento a livello intestinale.  
 Gli estrogeni promuovono l’apoptosi degli osteoclasti in vitro e in vivo tramite 
TGFß. In contrasto con l’effetto proapoptotico sugli osteoclasti, gli estrogeni 
esercitano un’azione antiapoptotica su osteoblasti ed osteociti, e dunque il deficit 
di estrogeni provoca una riduzione della sopravvivenza media di queste cellule. 
L’aumentata sopravvivenza degli osteoclasti e la contemporanea ridotta 
sopravvivenza degli osteoblasti, spiega lo squilibrio tra riassorbimento e 
neoapposizione di tessuto osseo che si crea in situazioni di deficit estrogenico.  
IL PICCO DI MASSA OSSEA 
La densità minerale ossea raggiunta durante gli anni che precedono la menopausa 
è una dei maggiori determinanti del rischio di insorgenza dell’osteoporosi nella 
donna anziana ed una bassa massa ossea rappresenta il più importante fattore di 
rischio (incide per l’80% circa) nel determinare il rischio di frattura.  
Il picco di massa ossea rappresenta il valore di massima densità minerale ossea 
raggiunta in età giovane-adulta. Da recenti studi è emerso che la maggior parte 
del contenuto minerale osseo dello scheletro viene acquisito nei primi dieci anni 
di vita, all’età di 18 anni la massa ossea totale rappresenta l’80% del picco di 
massa ossea, il restante 20% viene acquisito fino all’età di 35 anni. I valori di 
densità minerale ossea, dopo la fase di plateau (che dura dai 35 ai 45 anni) 
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presentano nelle donne una riduzione annua che oscilla dall’1,5% al 2%, 
raggiungendo poi anche valori del 5% nel periodo post-menopausale (Fig. 1). 
 L’assetto ormonale, le alterazioni della distribuzione del carico osseo e i fattori 
riguardanti lo stato nutrizionale e lo stile di vita rappresentano i tre principali 
determinanti del picco di massa ossea premenopausale. 
 Figura 1. Variazioni età-correlate della BMD 
           
Costituendo il quadro ormonale uno dei principali fattori coinvolti nel 
determinismo del picco di massa ossea e della BMD raggiunti negli anni 
premenopausauli, i contraccettivi ormonali potrebbero svolgere un ruolo chiave 
nella costituzione e nella  preservazione dell’assetto scheletrico, garantendo un 
apporto estrogenico costante durante l’intero periodo di assunzione. 
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COCs E METABOLISMO OSSEO 
Il trattamento con contraccettivi orali combinati (COCs) provoca una 
diminuzione della secrezione ormonale ovarica tramite un’azione inibitoria a 
livello dell’asse ipotalamo-ipofisario. 
Non è stato ancora completamente definito se l’influenza sul metabolismo 
osseo e sulla densità minerale ossea del deficit di steroidi ovarici provocato 
dall’assunzione della pillola possa essere completamente annullata dagli effetti 
delle componenti estrogenica e progestinica dei COCs.  
In corso di trattamento con contraccettivi orali combinati a basso dosaggio 
(<50 μg), i livelli plasmatici di 17β-estradiolo sono sovrapponibili a quelli 
riscontrati in fase follicare precoce mentre è stato osservato un incremento dei 
livelli plasmatici di sex hormon-binding globulin (SHBG), il che suggerisce la 
presenza di un clima estrogenico.  
Sono stati descritti effetti benefici o effetti nulli dei contraccettivi orali 
combinati sulla densità minerale ossea in donne in pre-, peri- e postmenopausa. 
Questa discrepanza emersa dai vari studi potrebbe essere ricondotta alla 
diversità dei COCs impiegati, al tipo di progestinico, alla durata di utilizzo della 
pillola, all’età della popolazione presa in esame e alle sedi di valutazione della 
BMD. 
In particolare, il principale fattore influenzante i risultati potrebbe essere 
rappresentato dal dosaggio della componente estrogenica. Infatti, i risultati di 
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molteplici studi clinici hanno dimostrato la sussistenza di un effetto dose-risposta 
strettamente correlato alle proprietà benefiche dell’estrogeno sull’osso. 
Mentre appare chiara la correlazione diretta tra dosaggio dell’estrogeno 
esogeno e prevenzione della perdita di massa ossea nell’ambito della terapia 
ormonale sostitutiva nelle donne in postmenopausa, non è stato ancora definito se 
tale effetto può essere esplicato anche dai contraccettivi orali combinati a basso 
dosaggio nelle donne in età riproduttiva.  
Nelle ultime tre decadi, il principale obiettivo nello sviluppo dei 
contraccettivi orali è stato quello di migliorare il loro profilo di sicurezza e di 
tollerabilità, senza compromettere la loro efficacia. La ricerca farmacologica ha 
condotto alla formulazione di regimi fasici, di preparati con dosaggi inferiori di 
estrogeno e di nuove molecole progestiniche. 
Il dosaggio dell’etinilestradiolo (EE) nelle formulazioni estro-
progestiniche è passato da 50 a 20-15 µg. 
Assodato che gli estrogeni esplicano un’azione protettiva a livello osseo, 
negli ultimi anni molti studi clinici e sperimentali hanno focalizzato l’attenzione 
sul ruolo esercitato dalla componente estrogenica dei contraccettivi orali 
combinati sull’assetto scheletrico e sull’individuazione della minima dose di 
estrogeno necessaria per mantenere tale azione favorevole sull’osso. 
È stato dimostrato che i contraccettivi combinati a basso dosaggio 
contenenti 20 µg di etinilestradiolo, oggi ampiamente utilizzati, non hanno un 
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impatto negativo sul metabolismo osseo e sulla BMD nelle donne giovani, 
mentre attualmente non abbiamo a disposizione dati riguardanti l’effetto dei 
COCs a bassissimo dosaggio contenenti una concentrazione di etinilestradiolo 
pari a 15 µg.  
Allo stesso modo, solo pochi studi sono stati rivolti a valutare gli effetti delle 
diverse tipologie di progestinici sul metabolismo osseo e sulla massa ossea  in 
donne fertili utilizzatrici di contraccettivi orali, fornendo risultati contrastanti.  
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ABSTRACT 
Background: Aim of this study was to evaluate the effects of combined 
dienogest/estradiol (DNG/E2V) valerate contraceptive pill on bone mineral 
density (BMD) and on serum and urinary bone turnover markers in young, 
healthy, fertile women.  
Methods: We enrolled 20 patients between 21 and 34 years to whom the 
contraceptive pill had been prescribed. At 3 and 6 months serum and urinary 
calcium, osteocalcin (BGP), urinary pyridinoline (PYD), and deoxypyridinoline 
(D-PYD) were measured. At baseline and after 6 months, lumbar bone mineral 
density was determined by dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA). 
Results: At 3 and 6 months we found a significant reduction of urinary levels of 
PYD and D-PYD in comparison with basal values (P < .05).  
Serum calcium levels showed an increasing trend, which reached statistical 
significance after 6 months in comparison with basal values while urinary levels 
of calcium showed no significant variations.  
Serum BGP levels showed mild, but not significant, decrease during the entire 
period of pill use in comparison with basal values.  
After 6 months, no significant difference was detected in spinal BMD values in 
comparison with basal values. In conclusion, the present study suggests that the 
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E2V/DNG pill could exert a positive influence on bone turnover without any 
significant and remarkable modification of BMD.  
Conclusions: This is an observational study on a very limited population number 
and so additional randomized controlled studies on larger populations are needed 
also to determine the effects of this contraceptive on BMD over longer periods of 
use.  
Keywords: Contraception, dienogest, estradiol valerate, bone metabolism, bone 
mineral density 
 
Background 
Bone is a metabolically active tissue and undergoes continuous remodeling 
process that largely relies on the activity of osteoclasts and of osteoblasts. The 
bone remodeling cycle involves an intricate series of sequential steps with a 
highly complex regulation in which a pivotal role is played by sex steroids. In 
particular it has been largely demonstrated that estrogens are major determinants 
of bone mass, affecting the acquisition of peak bone mass during adolescence 
and young adult age and modulating bone mineral density (BMD) and the risk of 
osteoporosis later in life. Hormonal contraceptives induce a reduction of estrogen 
and a suppression of progesterone endogenous production by the ovaries. In 
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women taking hormonal contraceptives, circulating levels of sex steroids are 
mainly determined by the dosages present in the contraceptive formulation. If the 
formulation of the contraceptive is insufficient to grant adequate sex steroids 
levels, bone tissue metabolism might be affected. Many studies in literature 
investigated on the effects of hormonal contraceptives on bone with different 
results. Our group recently performed a systematic review of the data about the 
effects of different hormonal contraceptive formulations on BMD and fracture 
risk concluding that according to results derived from randomized controlled 
studies the use of combined oral contraceptives (COCs) does not exert any 
clinically significant effect on BMD in the general population. However data 
reported in literature are often extremely controversial. This is probably due to 
different studies design, duration of pill use, difference in methods of BMD 
assessment and in population characteristics. 
In particular it’s important to underline that different doses of estrogen and 
different progestins could exert different effects on bone metabolism. Therefore 
in the past years our group performed several studies about the effects of COCs 
on bone metabolism and particularly about the effects of different doses of 
estrogen and different progestins.  
In 2009, a new quadriphasic oral contraceptive has been introducted in Italy. The 
28-tablet pack of this new contraceptive (Klaira, Bayer, Italy) contains 2 tablets 
containing 3 mg of estradiol valerate (E2V), 5 tablets containing 2 mg of E2V 
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and 2 mg of dienogest (DNG), 17 tablets containing 2 mg of E2V and 3 mg of 
DNG, 2 tablets containing 1 mg of E2V, and 2 inert tablets. E2V is immediately 
cleaved to estradiol after oral intake: so the circulating molecule reaching the 
estrogen receptors is the natural 17β-estradiol [9]. DNG is chemically described 
as (17β)-17-hydroxy-3-oxo-19-norpregna-4,9-diene-21-nitrile and it is 
structurally related to the norethindrone family but acts as an antiandrogen; it has 
been designed to specifically bind to the progesterone receptor without any 
interaction with other steroid receptors.  
Studies in literature demonstrated that the association DNG/E2V guarantees a 
good cycle control in absence of important sides effects. 
However no data are available in literature about the influence of this pill on 
bone metabolism. 
Aim of this study was to evaluate the effects of this combined DNG/E2V 
contraceptive pill on BMD and on serum and urinary bone turnover markers in 
young, healthy, fertile women. 
As in our previous studies, the control group, which included untreated women, 
did never show any significant changes in bone turnover markers and in BMD, in 
the present study we decided to utilize an observational design, limiting our 
evaluation to a group of treated subjects.  
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Methods  
Participants 
From January 2011 to July 2011, we evaluated all patients between 21 and 34 
years (because peak total body BMD in most women is achieved by age 20) 
referring to our clinic for contraception to whom Klaira had been prescribed. 
Patients were included in this observational study if they met the following 
inclusion criteria: age of menarche between 12 and 14 years, regular menstrual 
cycle, BMI < 25 and normal caloric intake. Exclusion criteria were: confirmed or 
suspected pregnancy, pregnancy or breastfeeding in the previous year, liver 
disease, vascular or metabolic disorders, disorders of bone metabolism (Paget 
disease, hyperparathyroidism, renal osteodystrophy), treatment with drugs known 
to affect bone metabolism (bisphosphonates, sodium fluoride, calcitonin, 
estroprogestins or anabolic steroids, corticosteroids, calcium or vitamin D, 
phosphate, thiazidic diuretics) or drugs known to interfere with contraceptive 
steroids (barbiturates, antiepileptics, rifampicine, griseofulvin), current cigarette 
smoking. Obviously, all other relevant contraindication for the use of COCs were 
considered exclusion criteria. Before entering the study, the purpose of the 
protocol was clearly explained to the patients and a written informed consent was 
obtained from all women enrolled. The study was approved by our institutional 
review board. 
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Before inclusion, we collected a complete medical and gynecological history 
from all patient. Moreover, in accordance to our Department routine, all patients 
had undergone Pap-test, bimanual pelvic examination, evaluation of systolic and 
diastolic pressure and calculation of body mass index (BMI) before the 
prescription of oral contraceptives. A total of thirty-eight women were evaluated, 
until 20 met all inclusion criteria and agreed to participate to the study. 
A fully informed signed consent was obtained from all subjects.  
All patients were instructed to start pill intake from the first day of the next 
spontaneous menses for 28 days and to start a new blister after the last pill of 
previous blister, without interruption.  At 3 and 6 months serum and urinary 
calcium, osteocalcin, urinary pyridinoline and deoxypyridinoline were measured. 
At baseline and after 6 months, lumbar bone mineral density was determined by 
dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA). 
Biochemical evaluation  
In all patients we evaluated indices of bone resorption  (levels of serum and 
urinary calcium, pyridinoline, and deoxypyridinoline) and formation 
(osteocalcin, BGP). Blood and urine samples were collected upon awaking 
between 8:00 and 9:00 a.m. after a 12-h fast. Blood samples collected in tubes 
with clot-activating factor were immediately centrifuged in a refrigerated 
centrifuge. Sera were stored at −80°C until assayed. Urine samples were stored at 
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−20°C until biochemical analysis. All samples from the same woman were 
analyzed in the same assay and were analyzed in a laboratory blinded to the 
treatment. Serum and urinary levels of calcium were analyzed as a part of the 
biochemical routine evaluation (complete blood count, aspartate 
aminotransaminase, alanine aminotransferase, creatinine, glucose, blood urea 
nitrogen, urinalysis, fibrinogen, prothrombin time and activated partial 
thromboplastin time). The levels of PYD and D−PYD were measured with 
specific monoclonal antibodies (Metra Biosystem; Mountain View, CA, USA) 
and were expressed as values over the urinary creatinine. BGP was measured by 
radioimmunoassay (Nichols Institute Diagnostic, San Clemente, CA, USA). In 
each subject, blood and urine samplings were measured at beginning of the study 
and after 3 and 6 months. At the end of the study, BMI was calculated for each 
patient.  
Determination of body mineral density 
Quantitative longitudinal changes of bone mineral density were determined by 
dual X-ray absorptiometry (DEXA QDR 1000; Hologic, Waltham, MA) of the 
posterior-anterior lumbar spine (L1–L4). The precision of the measurements, 
expressed as coefficients of variation (CV) in vitro for repeated bone mineral 
density determinations in 2 standard phantoms, was 0.42%. The CV in vivo, 
evaluated by comparing 2 measurements performed at 7-day intervals in 33 
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volunteers, was 1.2% for the lumbar spine. The reference population adopted in 
this study was the international pooled sample provided by the manufacturer. 
Their data, however, did no differ significantly from those obtained on a local 
sample in a study performed when the instrument was set up.  
Bone mineral content (g/cm) was divided by bone width (cm) to give an index 
(g/cm2) that was used to standardize the findings for bone size. The 
absorptiometry was performed by the same observer. Absorptiometric findings 
are expressed as percentage of change from baseline values. Baseline scans were 
performed during the third to seventh day of the pretreatment cycle. Dexa was 
performed at baseline and after 6 months of treatment.   
Statistical evaluation 
The Shapiro–Wilk test showed that all continuous variables were normally 
distributed in our study group. Variations in BMD and biochemical data at 
different times were statistically evaluated by two-way analysis of variance 
followed by the Newman–Keuls multiple-range test. Interaction between factors 
(treatment and time) was also evaluated. Statistical analysis was performed with 
SPSS 9.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Statistical significance was set at p<.05. 
Data are expressed as mean ± SD. 
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Results 
Among the 20 women selected for the study, 18 completed the study. One patient 
discontinued the treatment for personal reasons and  one for irregular bleeding. 
In Table 1, the baseline characteristics of the subjects studied are listed.  
Serum calcium levels showed an increasing trend, which reached statistical 
significance after 6 months in comparison with basal values. Urinary levels of 
calcium showed no significant variations. 
At 3 and 6 months we found a significant reduction of urinary levels of PYD and 
D-PYD in comparison with basal values (P < .05) (Figures 1 and 2).  
Serum BGP levels showed a not significant decrease during the study in 
comparison with basal values (Figure 3).  
After 6 months, no significant difference was detected in spinal BMD values in 
comparison with basal values (Table 2). No significant changes in BMI were 
observed over the 6-months study period.  
Discussion 
Data from this study seem to suggest that contraception with E2V and DNG exert 
a positive effect on bone turnover in young postadolescent women, without any 
significant modification of BMD. 
This conclusion is in agreement with results of previous studies performed on 
other oral contraceptives  by our group. Indeed in a previous study, we have 
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shown that both a low-dose, 21-day combined oral contraceptive containing 20 
mcg of ethinylestradiol and 75 mcg of gestodene and an ultra–low-dose, 24-day 
combined oral contraceptive containing 15 mcg of ethinylestradiol and 60 mcg of 
gestodene exert a similar positive effect on bone turnover in young 
postadolescent women, without any significant modification of BMD. We also 
evaluated the effects of a 21-day combined oral contraceptive containing 30 mcg 
ethinyl estradiol plus 3 mg drospirenone with a 21-day preparation containing 20 
mcg ethinyl estradiol plus 3 mg drospirenone on bone turnover and BMD in 
young fertile women finding a similar positive influence on bone turnover in 
young postadolescent women without a significant influence on BMD.  
Data from a systematic review recently performed by our group suggest that the 
use of COCs does not exert any clinically significant effect on BMD in the 
general population. 
This is the first clinical study in literature on the effects of E2V and DNG on 
bone metabolism. The main limit of this study is that primary endpoint was not 
risk of fracture but variation of BMD and bone turnover markers, since it is very 
difficult and time consuming to perform a trial having as first endpoint the 
incidence of fracture. Moreover, since fragility fractures are rare in young people, 
fracture is not usually an outcome in studies on premenopausal women. The use 
of BMD as a surrogate marker of bone health is justified by the World Health 
Organization (WHO) who recommends using this measurements to screen for 
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osteoporosis postmenopausal women, but the relationship between BMD and 
fracture risk in premenopausal women, including those using hormonal 
contraceptives, is still poorly understood.  
Moreover, studies on the effects of COCs on BMD are complicated by the 
influence on BMD by many factors such inheritance, diet, exercise and smoking. 
In order to minimize these confounding factors, we considered cigarette smoking 
as an exclusion criteria and selected a population having a normal caloric intake.  
Biochemical markers of bone resorption evaluated in our trial included urinary 
PYD and D-PYD, serum BPG and serum and urinary calcium. PYD and D-PYD 
are the two major cross-link molecules involved in collagen stabilization. Bone 
collagen undergoes a higher rate of turnover than other sources of collagen. 
Thus, the measurement of these molecules provides a highly specific and 
sensitive marker for bone resorption. An increased bone resorption uncoupled 
with bone formation is associated with an increased calcium passage from the 
solid phase into the extracellular fluid. This results in a rise of serum calcium and 
calcium excretion.  
Serum BGP has been measured as a marker of bone formation. BGP is the most 
abundant noncollagenous protein in bone and is produced almost exclusively by 
osteoblasts. Serum BGP concentration, therefore, is a sensitive marker of bone 
formation that correlates with histomorphometric measurements of bone 
formation in bone biopsy specimens.  
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In this study we observed a significant decrease of PYD and D-PYD starting 
from the third month of treatment, indicating a reduction in bone resorption.  
Although these differences may not have a real clinical relevance, they at least 
suggest the lack of a negative biological effect of this contraceptive formulations 
on bone turnover. Moreover, only a mild, non significant decrease in serum 
levels of BGP was observed in comparison to basal values, indicating that bone 
formation was not negatively affected by treatment.     
Increased serum calcium levels, reaching statistically significant levels after 6 
months of treatment, were observed. Urinary calcium excretion decreased in both 
treatment groups, but these changes were not significant.  
Conclusions 
The present study suggests that the E2V/DNG pill could exert a positive 
influence on bone turnover without any significant and remarkable modification 
of BMD. This is an observational  study on a very limited population number and 
so additional randomized controlled studies on larger populations are needed also 
to determine the effects of this contraceptive on BMD over longer periods of use. 
Moreover, since recent evidence seems to suggest that oral contraceptives may 
exert different effects in adolescent or perimenopausal women, it would be 
interesting also to include these populations in future studies. 
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PYD: urinary pyridinoline 
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Figure 1. Mean ± S.D. pyridinoline (PYD) urinary levels during the study 
* p < 0.05 vs baseline 
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Figure 2. Mean ± S.D. deoxypyridinoline (PYD) urinary levels during the study 
* p < 0.05 vs baseline 
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Figure 3. Mean  S.D. osteocalcin (BGP) serum levels during the study.  
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Table 1. Demographic characteristics of the 20 subjects at baseline 
Age (y) 28.4 ± 2.5 
Body mass index (kg/m2) 22.3 ± 1.4 
Systolic pressure (mm Hg) 126.4 ± 5.2 
Diastolic pressure (mm Hg) 74.5 ± 3.2 
Menarche (y) 13.5 ± 1.3 
Serum calcium (mmol/L)
a
 2.52 ± 0.05 
Urinary calcium (mmol/mmol Cr)
b
 275 ± 42 
Serum osteocalcin (ng/mL)
c
 6.8 ± 0.7 
Urinary deoxypyridinoline (nmol/mmol Cr)
d
 8.1 ± 1.1 
Urinary pyridinoline (nmol/mmol Cr)
e
 33.2 ± 5.2 
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Legenda: 
BMI: body mass index  
SP: systolic pressure  
DP: diastolic pressure  
SC: serum calcium  
UC: urinary calcium  
Cr: creatinine 
BGP: serum osteocalcin  
U-D-PYD: urinary deoxypyridinoline  
U-PYD: urinary pyridinoline  
 
 
Data are expressed as mean ± standard deviation  
a: Reference Interval (RI: 2.15-2.6) 
b: (RI: 200-520) 
c: (RI: 1.5-10) 
d: (RI: 5-14)  
e: (RI: < 95)    
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Table 2. BMD values at baseline and after 6 months 
 
 Spinal BMD (g/cm
2
) 
Baseline 1.041 ± 0.08 
After 6 months 1.042 ± 0.11 
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ABSTRACT BODY:  
 
Objectives: Hormonal contraceptives administration in young fertile women may expose users 
to modifications of bone metabolism. These may prevent the bone peak mass to be reached or 
induce an early bone loss, with an increased risk of osteoporosis. Several studies evaluated the 
effects of hormonal contraception on bone, but limited data on the influence of a combined 
dienogest (DNG)/estradiol valerate (E2V) contraceptive pill on bone metabolism are available. 
Aim of this prospective study was to evaluate the effects of a combined DNG/E2V contraceptive 
pill on bone turnover. 
 
Materials: We enrolled 20 healthy, young (age<35 years), fertile women requiring 
contraception, from the “General Gynecology Clinic” of our Department. All patients took a four-
phasic dose regimen pill (the first two tablets contain 3 mg E2V; the next five tablets include 2 
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mg E2V + 2 mg DNG, followed by 17 tablets with 2 mg E2V + 3 mg DNG; followed by two 
tablets with 1 mg E2V only, and finally two placebo tablets).  
 
Methods: Serum osteocalcin (BGP), urinary pyridinoline (PYD) and deoxypyridinoline (D-PYD) 
were measured in all subjects at beginning of the study and after 3 and 6 months. Data have 
been evaluated with Student‟s t-test for paired samples. 
 
Results: At 3 and 6 months, urinary levels of BGP, PYD and D-PYD were significantly reduced 
in comparison with values at baseline (p<0.05).  
 
Conclusions: The present study suggests that the combined DNG/E2V contraceptive pill could 
exert a positive effect on bone turnover in young post-adolescent women. 
KEYWORDS: Contraception, Bone metabolism, DNG/E2V.  
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Capitolo 4 
Iperandrogenismo e COC 
 
L’irsutismo, l’acne e l’alopecia sono condizioni correlate 
all’iperandrogenismo che rispondono alla terapia con antiandrogeni. La causa più 
comune di iperandrogenismo nelle adolescenti e nelle donne adulte è 
rappresentata dalla sindrome dell’ovaio policistico (PCOS), caratterizzata da 
irregolarità mestruali, irsutismo obesità, iperandrogenismo, evidenza ecografica 
di ovaie policistiche. 
L’iperandrogenismo è l’elemento chiave di questa sindrome ed ha origine 
ovarica e surrenalica: in particolare, i principali androgeni secreti dall’ovaio sono 
l’androstenedione ed il testosterone, mentre il principale androgeno secreto dal 
surrene è il  deidroepiandrosterone solfato. Per quanto concerne il dosaggio del 
testosterone è sempre importante considerare la quota di testosterone libero, che 
è l’ormone attivo. Infatti solo una piccola parte di testosterone (1-2%) circola 
liberamente ed è quindi attivo, poiché la maggior parte risulta legato a proteine 
plasmatiche (circa il 60-70% all’SHBG, Sex Hormone Binding Globulin e circa il 
30-40% all'albumina con un legame più debole). I dati della letteratura 
evidenziano che il 22% delle donne con segni clinici di iperandrogenismo non 
presenta iperandrogenismo biochimico. 
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E’ stato dimostrato che l’utilizzo di contraccettivi orali combinati (COC) in 
donne affette da iperandrogenismo determina una riduzione dei livelli circolanti 
di androgeni inibendo la follicolo genesi attraverso la soppressione della 
secrezione di gonadotropine ipofisarie. Il contraccettivo ideale per una donna 
affetta da iperandrogenismo dovrebbe:  
- limitare lo sviluppo dei follicoli antrali e ridurre la quantità di androgeni;   
- contrastare l’effetto degli androgeni a livello periferico ed in particolare a 
livello dei bulbi piliferi e delle ghiandole sebacee. 
- ripristinare a livello endometriale il fisiologico equilibrio tra estrogeni e 
progesterone garantendo un adeguato controllo del ciclo mestruale.  
E’ stato dimostrato che in donne affette da PCOS un contraccettivo orale 
contenente 30 mcg di etinilestradiolo (EE) inibisce la steroidogenesi surrenalica e 
stimola la produzione epatica di sex hormone-binding globulin (SHBG) più 
efficacemente di un contraccettivo a basso dosaggio. Riguardo poi al tipo di 
progestinico, il ciproterone acetato (CPA), il clormadinone acetato (CMA), il 
dienogest ed il drospirenone (DRSP), progestinici dotati di attività 
antiandrogenica, inattivano il recettore per gli androgeni a livello dei tessuti 
bersaglio e riducono a livello della cute l’attività della 5 -reduttasi, l’enzima che 
converte il testosterone nella forma attiva 5 -deidrotestosterone.  
In particolare, studi su contraccettivi contenenti DRSP o CPA hanno 
dimostrato una riduzione dei segni clinici di iperandrogenismo nelle pazienti 
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trattate dopo 6–12 mesi di terapia, una significativa riduzione dei livelli di 
androgeni circolanti ed un significativo incremento dei livelli circolanti di 
SHBG.  
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Abstract: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine 
disorder in women. Hyperandrogenism is a key element of PCOS.  
Methods: From June 2011 to November 2011 we evaluated for inclusion in the 
study all patient referring to our Clinic for contraception, to whom Klaira had 
been prescribed.  
Results: After 12 cycles of therapy we found a significative reduction of 
comedones and papules/pustules in 15 of the 24 patients with mild acne and in 7 
of the 12 patients with moderate acne. 
Conclusions: In conclusion the present study suggests that the E2V/DNG pill 
could exert a positive influence on acne and hyperandrogenism.  
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Introduction: 
Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most common endocrine 
disorders in women. This syndrome is characterized by an heterogeneous 
combination of signs and symptoms: abnormal gonadotropin secretion, chronic 
anovulation, impaired glyco-insulinemic metabolism and elevated circulating 
androgen levels represent the physiopathological background accounting for 
menstrual irregularities, infertility, obesity, hirsutism, and acne [1]. 
Hyperandrogenism is a key element of PCOS. It is largely of ovarian origin, 
though the adrenal contribution cannot be ignored. Androstenedione (A) and 
testosterone (T) are the main androgens secreted by the ovary, whereas 
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEAS) is mainly produced by the adrenals 
[2]. High androgens levels may cause acne and hirsutism in women. Instead the 
sebaceous glands, hair follicles and several types of skin cells contain androgen 
receptors and 5 -reductase, a peripheral enzyme that converts T to 
dihydrotestosterone (DHT), a more active androgen. In the skin DHT enhances 
follicular keratinisation, sebaceous gland growth, sebum secretion and 
consequently greasy skin and comedones formation.   
Combined oral contraceptives (COCs) are considered the first line treatment for 
women suffering from  hyperandrogenism [3].  
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Potential mechanisms for COCs therapeutic benefits include: 1) stimulation of 
sex hormone-binding globulin (SHBG) production [4,5] leading to a decrease in 
bioavailable T concentrations [6]; 2) competitive inhibition of 5 -reductase [7] ; 
3) decreased production of ovarian androgens (ie, A and T) [4]; and 4) decreased 
production of adrenal androgens (ie, DHEAS) [4]. These mechanisms lead to a 
decrease in sebum production and hair growth. [8,9]. 
In particular progestational activity of COCs lowers luteinizing hormone (LH) 
secretion and thus LH-mediated ovarian androgen release while the beneficial 
effect of the estrogenic component is mainly due to its sex hormone-binding 
globulin (SHBG) elevating ability, which decreases the amount of free T 
available [4]. However, the increase in plasma SHBG concentration is blunted by 
the androgenic activity of the progestin in the COCs. Therefore progestins with 
low androgenic activity or with antiandrogenic activity are better for womens 
suffering from hyperandrogenism related symptoms [10]. Among progestins with 
antiandrogenic activity there are cyproterone acetate (CPA), chlormadinone 
acetate (CMA), drospirenone (DRSP) and dienogest (DNG). 
In 2009, a new quadriphasic oral contraceptive has been introducted in Italy. The 
28-tablet pack of this new contraceptive (Klaira, Bayer, Italy) contains 2 tablets 
containing 3 mg of estradiol valerate (E2V), 5 tablets containing 2 mg of E2V 
and 2 mg of DNG, 17 tablets containing 2 mg of E2V and 3 mg of DNG, 2 
tablets containing 1 mg of E2V, and 2 inert tablets. E2V is immediately cleaved 
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to estradiol after oral intake: so the circulating molecule reaching the estrogen 
receptors is the natural 17β-estradiol [11]. DNG is chemically described as (17β)-
17-hydroxy-3-oxo-19-norpregna-4,9-diene-21-nitrile and it is structurally related 
to the norethindrone family but acts as an antiandrogen [12]; it has been designed 
to specifically bind to the progesterone receptor [13]. Like other progestogens 
with a similarity to progesterone, DNG has direct antiandrogenic activity [14]. 
Studies in vitro show that DNG binds to the androgen receptor with a potency 
that is similar to that of CPA. In clinical use this is enhanced by DNG’s lack of 
interaction with specific hepatic transport proteins such as SHBG [15]. So the 
increase in SHBG is not counteracted by the combination DNG/E2V. Therefore 
this association can be predicted to offer a good antiandrogenic potential for 
women with acne and seborrhea.   
Aim of this observational study is to evaluate the effects of the DNG/E2V COC 
on SHBG and T levels and on acne in young women with PCOS. 
Methods 
This prospective, longitudinal, single-arm, one-year follow-up study was 
performed in the Endocrinological Gynecology Unit of the Department of 
Obstetrics and Gynecology of our Institution. During the period from April to 
October 2011, 124 patients requiring oral hormonal contraception and scheduled 
for the administration of an oral contraceptive containing estradiol valerate and 
dienogest were evaluated for inclusion in the study. Inclusion criteria were: 
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PCOS as defined according to the Rotterdam criteria [16], acne as graded by the 
James and Tisserand grading scheme [17], and body mass index (BMI) ≥ 25 
kg/m
2
. Exclusion criteria were: confirmed or suspected pregnancy, grade 4 acne, 
causes of hyperandrogenism different from PCOS and all other relevant 
contraindication for the use of COCs.   
Before entering the study, the purpose of the protocol was clearly explained to 
the patients and a written informed consent was obtained from all women 
enrolled. The study was approved by the Institutional Review Board. 
Before inclusion, all patients evaluated underwent complete medical and 
gynecological history, pap smear, bimanual pelvic examination and evaluation of 
systolic and diastolic pressure before the prescription of COCs. A total of 49 
women satisfied all inclusion criteria and 40 agreed to participate to participate to 
the study. 
All patients were instructed to start pill intake from the first day of the next 
spontaneous menses for 28 days and to start a new blister after the last pill of 
previous blister, without interruption. At baseline and after 6 and 12 months, free 
T levels and SHBG levels were measured by ELISA (Genway Biotech, Inc. San 
Diego).  
All values were expressed as mean ± SD. 
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Moreover, at baseline and after 12 months all patients underwent acne grading by 
the same physician. BMI was calculated for all patients at the beginning of the 
study and after 12 months. 
Acne grading was performed using the James an Tisserand grading scheme [17]. 
In this grading system 4 grades are present: grade 1 (simple non-inflammatory 
acne comedones and a few papules), grade 2 (comedones, pastules, and a few 
pustules), grade 3 (larger inflammatory papules, pustules and a few cysts; a more 
severe form involving the face, neck and upper portion of the trunk), and 4 (more 
severe, with cysts becoming confluent). 
Statistical evaluation 
The primary endpoint of the study was the proportion of patients with an 
improvement in acne grade after 12 month of COC administration. Data 
distribution was evaluated using the Shapiro-Wilk’s test. All continuous 
variables showed a normal distribution and ANOVA followed by the Bonferroni 
post-hoc test was used to evaluate differences in T and SHBG levels at different 
times. Difference in proportions were evaluated using the Fisher’s test. Statistical 
significance was set for a p value of < .05. 
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Results 
Among the 40 women selected for the study, 4 patients discontinued the 
treatment for personal reasons and 36 completed the study. In Table 1, the 
baseline characteristics of the subjects studied are listed.  
At beginning of the study 24 patients (66.7%) had grade 1-2 (mild) acne and 12 
patients (33.3%) had grade 3 (moderate) acne. After 12 cycles of therapy, mild 
acne completely disappeared in 12 patients; in 9 patient mild acne we found an 
improvement in lesions although not significant, while 3 patients with mild acne 
worsened. Among the 12 patients suffering from moderate acne, 7 present a mild 
form at the end of the study and 5 present  an improvement in lesions although 
not significant. Finally we found an improvement of acne in the 52.8% of 
patients and a worsening of acne in the 12.5%. This difference was not 
statistically significant (p = 0.6) (Table 2) . 
SHBG levels were significantly higher after 6 and 12 months of therapy, while 
total testosterone levels were lower in all patients at 6 and 12 months although 
this trend did not reach statistical significance. 
Discussion 
Seborrhea and acne are frequent among adolescents with up to 80% of women 
under 20 years reporting some “skin problems”. Although many of this “skin 
problems” do not match the criteria of severe acne, even minor symptoms can 
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have a negative impact on a woman’s body image and quality of life [18]. The 
efficacy of COCs with antiandrogenic progestins in acne treatment has been 
demonstrated by several studies: Palombo Kinne et al demonstrated that 30 g 
ethinylestradiol combined with either 2 mg cyproterone acetate or 2 mg 
dienogest achieved improvement in 100% and 68.8% respectively of women 
with seborrhea [19]. Comparable efficacy was achieved with a combination of 
ethinylestradiol and drospirenone or chlormadinone acetate [20]. 
In this observational study we found an improvement of acne in the 52.8% of 
patients and a worsening of acne in the 12.5%. The lack of a stronger effect of 
the therapy is probably due to the short time of the treatment. Indeed, it has been 
demonstrated that there is an important correlation between the duration of 
treatment with COCs and its effect, with the full therapeutic effect reached after 
about 2 years [21].  
After 12 months of treatment we found a significant increase of SHBG levels. 
This result is in agreement with previous studies in literature. 
After 12 months we found lower testosterone levels in all patients, although this 
trend did not reach statistical significance. This is in agreement with previous 
results of literature [22]. 
The positive effect on acne of DNG/E2V pill in absence of a significative 
reduction of T levels may be explained also  with a direct action of DNG on 5 -
reductase.  
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Indeed, seborrhea and acne may be associated  with either elevated serum 
testosterone concentrations or  an excessive local action of DHT due to skin 5 -
reductase overactivity or to increased sensitivity to its effects [23]. 
In conclusion the present study suggests that the E2V/DNG pill could exert a 
positive influence on acne and hyperandrogenism.  
This is an observational study on a very limited population number and so 
additional randomized controlled studies on larger populations are needed also to 
determine the effects of this contraceptive over longer periods of use. If data 
from randomized controlled trial will confirm our preliminary data we could 
hypothesize an important role of DNG/E2V in the therapy of acne expecially in 
patients with PCOS for the greater neutrality of E2V on vascular and metabolic 
systems. 
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